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(54) Bezeichnung: Aufreinigungsverfahren fur mesenchymale Stammzellen 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft 
ein Verfahren zur Aufreinigung mesenchymaler Stammzel- 
len, das dem Stand der Technik entsprechende Zellaus- 
beuten liefert, wobei sich die erhaltenen Zellen durch eine 
gesteigerte Proliferationskapazitat unter gleichzeitiger Bei- 
behaltung der Multipotenz und der typischen Antigen-Cha- 
rakteristika auszeichnen. Damit stehen erstmals mesen- 
chymale Stammzellen zur Verfugung, die sich gegenuber 
dem Stand der Technik deutlich besser vermehren lassen 
und daruber hinaus auch nach langerer Kultivierung noch 
in drei mesenchymale Richtungen differenzieren lassen. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah- 
ren zur Aufreinigung mesenchymaler Stammzellen 
(MSC; CD34-negative, plastikadharent wachsende, 
fibroblastoide Zellen), das dem Stand der Technik 
entsprechende Zellausbeuten liefert, wobei sich die 
erhaltenen Zellen durch eine gesteigerte Proliferati- 
onskapazitat unter gleichzeitiger Beibehaltung der 
Multipotenz und der typischen Antigen-Charakteristi- 
ka auszeichnen. Damit stehen erstmals mesenchy- 
male Stammzellen zur Verfugung, die sich gegenu- 
ber dem Stand der Technik deutlich besser vermeh- 
ren lassen und daruber hinaus auch nach langerer 
Kultivierung noch in drei mesenchymale Richtungen 
differenzieren lassen. 

[0002] Mesenchymale Stammzellen (MSC) werden 
aus dem adulten Knochenmark gewonnen. Fur die 
Generierung der MSC gibt es weltweit die verschie- 
densten Protokolle, die sich in Parametern wie z.B. 
Anreicherung, verwendetes Medium und Auswahl 
desfotalen Kalberserums unterscheiden. 

[0003] Ein wichtiger Schritt zur Anreicherung der 
MSC besteht in der Abreicherung der Zellen aus dem 
Knochenmark, die ein Proliferations- und Differenzie- 
rungspotential, wie es fur MSC beschrieben wurde, 
nicht mehr besitzen (z.B. Erythrozyten, Granulozy- 
ten). Eine weit verbreitete Methode in der Hamatolo- 
gie istdie Dichtegradientenzentrifugation mitden iso- 
tonischen Losungen Ficoll® oder Percoll®. Diese Se- 
parationsmethode begrundet sich darauf, daft jede 
definierte Zelle eine bestimmte Dichte besitzt und 
sich wahrend der Zentrifugation in Richtung der Dich- 
te des Trennmediums bewegt, an der ihr isopycni- 
scher Punkt liegt. 

Stand der Technik 

[0004] Bei einer Dichte von 1 ,077 g/ml werden rou- 
tinemaUig mononukleare Zellen (MNC) an der Gren- 
ze zwischen Probe und Dichtelosung angesammelt, 
wohingegen die Erythrozyten und Granulozyten am 
Boden des Rohrchens konzentriert werden. Diese 
Dichte wird von vielen Autoren auch fur die Anreiche- 
rung von MSC aus dem Knochenmark genutzt (Azizi 
et al., Proc Natl Acad Sci USA 95 (1998):3908-13; 
Phinney et al., J Cell Biochem 75 (1999): 424-36; Di- 
Girolamo et al., Br J Haematol 107 (1999):275-81; 
Muraglia et al., J Cell Science 113 (2000):1161-66; 
Colter et al., Proc Natl Acad Sci USA 97 

(2000) :3213-18, Proc Natl Acad Sci USA 98 

(2001) :7814-45 Quirici et al., Exp Hematol 30 

(2002) :783-91). Keiner der Autoren hat vergleichen- 
de Studien mit Zellen durchgefuhrt, die iiber andere 
Dichten angereichertwurden, und es bleibt unklar, in- 
wieweit in der Population der MNC Zellen mit stimu- 
lierenden oder supprimierenden Eigenschaften ent- 
halten sind. Morphologisch werden von Azizi et al., 



loo cit., zwei Typen von Zellen gezeigt: abgeflachte 
und langgestreckte Zellen. Von Muraglia et al., loc. 
cit., wurden drei Phanotypen von Klonen gezeigt: fib- 
roblastenartig verlangerte Zellen, grolie abgeflachte 
Zellen und schmale sternformige Zellen. Es ist be- 
kannt, dass Kulturen, die eine hohe Anzahl abge- 
flachter Zellen enthalten, langsamer proliferieren 
bzw. sukzessive das Wachstum einstellen. Spateres 
Auswachsen flacher Zellen kann nicht mehr beein- 
flulit werden. 

[0005] Die Anzahl der Verdopplungen schwankt bei 
den Autoren zwischen 4 und nahezu 50 (Colter et al., 
Proc Natl Acad Sci USA 97 (2000):321 3-1 8; die Zahl 
50 ist jedoch fraglich, da aus 20 ml Knochenmark 
kummulativ 10 13 Zellen generiert wurden und selbst 
bei nur einer Zelle als Ausgangszahl 43 Verdopplun- 
gen erreicht worden waren) und hangt von der Quali- 
tat des Spender-Knochenmarks ab. AulJerdem sind 
die im Stand der Technik vorhandenen Angaben von 
Passagen vorsichtig zu interpretieren. Meist werden 
5 x 10 3 Zellen/cm 2 ausplattiert und die Zellen bei na- 
hezu Konfluenz geerntet und gezahlt. Pro Passage 
ergeben sich ca. 2 Verdopplungen. 

[0006] Zellen, die mit d = 1,077 g/ml aufgereinigt 
werden, differenzierten in vitro in die osteo-, chondro- 
und adipogene Richtung zumindest in fruhen Passa- 
gen. In wenigen Studien (DiGirolamo et al., loc. cit.) 
wurde die Differenzierungsfahigkeit der MSC bis zur 
Beendigung der Kulturen untersucht. Muraglia et al., 
loc. cit., zeigten anhand von klonierten MSC, dass die 
osteogene Differenzierung auch in spaten Passagen 
nicht verlorenging, die adipogene und auch die chon- 
drogene Differenzierung hingegen nicht in alien Klo- 
nen bis zum Ende der Kulturen erhalten blieb. Die 
adipogene Differenzierung wird zuerst von den Zellen 
eingestellt, ebenso konnen die Zellen nicht bis in die 
letzten Passagen in Chondrozyten differenziert wer- 
den. Das osteogene Differenzierungsvermogen 
scheint eine generelle Eigenschaft von MSC zu sein 
und geht meist bis zum Stillstand des Zellwachstums 
nicht verloren. 

[0007] Von anderen Autoren wird eine Dichte von 
1 ,073 g/ml zur Anreicherung verwendet (Majumdar et 
al., J Cell Physiol 176 (1998):57-66; Mackay et al., 
Tissue Engineering 4 (1998):415-28; Pittenger et al., 
Science 284 (1999): 143-7; Mosca etal., Clin Orthop 
Rel Res 379S (2000):S71-90; Koc et al., Bone Mar- 
row Transpl 30 (2002):215-22; Toma et al., Circulati- 
on 105 (2002):93-8) und die Zellen als Jow density" 
bezeichnet. Pittenger et al., loc. cit., beschreiben die 
isolierten Zellen als morphologisch uniform, in den in 
der Publikation vorhandenen Abbildungen sind je- 
doch auch abgeflachte Zellen zu sehen, deren Funk- 
tion nicht weiter kommentiert wird. 

[0008] Die iiber eine Dichte von 1 ,073 g/ml angerei- 
cherten Zellen waren in drei Differenzierungsassays 



2/16 



DE 103 36 152 A1 2005.04.07 



(adipo, osteo- und chondrogene Differenzierung) po- 
sitivohne Spontandifferenzierung. Die Proliferations- 
fahigkeit ist auch bei diesen Zellen abhangig von 
sorgfaltig ausgewahlten Seren. Nach 2 Passagen 
werden 5-37,5 * 10 7 Zellen generiert, was Daten mit 
konventionell separierten Zellen entspricht, also kei- 
nen Vorteil fur diese Methode implementiert. 

[0009] Eine dritte Gruppe von Autoren benutzt die 
sehr aufwendige Methode eines vorgeformten konti- 
nuierlichen Gradienten aus 70% Percoll® fur die Se- 
paration des Knochenmarks (Lennon et al., In Vitro 
Cell Dev Biol 32 (1996):602-11; Bruder et al., J Cell 
Biochem 64 (1997):278-94; Jaiswal et al., J Cell Bio- 
chem 64 (1997):295-312; Fleming et al., Developm 
Dynamics 212 (1998): 11 9-32; Liechty et al., Nat Med 
6 (2000): 1282-6). Nach Zentrifugation werden die 
ersten 25% als Jow density"-Zellen fur die Generie- 
rung von MSC benutzt und die gepoolte Dichte als 
1,030 g/ml angegeben, wobei bei diesem Wert ein 
Nacharbeiten bei der vorhandenen Datenlage nicht 
nachvollziehbar ist. Der Nachteil der letzgenannten 
Methode besteht ferner darin, dass die Vorbereitung 
von kontinuierlichen Gradienten zeit- und material- 
aufwendig ist und von vielen Labors nicht durchge- 
fuhrt werden kann (es wird eine Zentrifuge mit 20.000 
g benotigt). Die mit dieser Methode aufgereinigten 
Zellen erhalten ebenso wie die oben beschriebenen 
ihrosteogenes Differenzierungspotential wahrend al- 
ler Subkultivierungen und sind positiv fur MSC-spezi- 
fische Oberflachenantigene (Bruder et al., loc. cit.). 
Mit zunehmender Kultivierungsdauer wird auch bei 
diesen Zellen uber eine Zunahme des flachen, aus- 
gebreiteten Phanotyps berichtet, die Zellen akkumu- 
lieren Debris und StrefJfibers (Actin), bis die Kultur 
letztendlich komplett degeneriert (Bruder et al., loc. 
cit.). 

[0010] Aus den im Stand der Technik bekannten Er- 
gebnissen wird klar, dass das Auswachsen wenig mi- 
totischer Zellen offensichtlich mit keiner Separations- 
methode zu verhindern ist. Vielmehr spielen hier die 
Kultivierungsbedingungen eine grade Rolle. Hier ist 
die sorgfaltige Selektion der Population mit den aus- 
gepragtesten Proliferationseigenschaften gefragt. 

Aufgabenstellung 

[0011] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es 
daher, ein neues Verfahren zur Aufreinigung mesen- 
chymaler Stammzellen bereitzustellen, dass die aus 
dem Stand der Technik bekannten Nachteile nicht 
aufweist. Insbesondere soil das Ziel der Aufreinigung 
sein, mit Beginn der Kultur die Anzahl abgeflachter 
Zellen zu minimieren, da von diesen Zellen bekannt 
ist, dass sie langsamer proliferieren bzw. sukzessive 
das Wachstum einstellen. 

[0012] Zur Losung wird ein Verfahren vorgeschla- 
gen, bei dem man mesenchymale Stammzellen aus 



Knochenmark durch Dichtegradientenzentrifugation 
isoliert, wobei man die Zellen aus einer Fraktion mit 
einer gegenuber dem Stand der Technik geringeren 
Dichte von < 1 ,073 g/ml isoliert. Bevorzugt sind 1 ,050 
g/ml bis 1 ,070 g/ml, und besonders bevorzugt ist eine 
Dichte von 1,068 g/ml. 

[0013] Uberraschenderweise wurde festgestellt, 
dass sich bei Verwendung der erfindungsgemaften 
Dichte von < 1,073 g/ml, insbesondere bei 1,068 
g/ml, Zellen anreichern lassen, die - gegenuber Zel- 
len, die bei hoheren Dichten isoliert wurden - eine ge- 
steigerte Proliferationskapazitat unter Beibehaltung 
der Multipotenz und dertypischen Antigen-Charakte- 
ristika besitzten. Morphologisch zeigen die erfin- 
dungsgema&en mesenchymalen Stammzellen fur ei- 
nen verlangerten Zeitraum eine fibroblastoide Form, 
bevordie Kultur zum Stillstand kommt. 

[0014] Die Erfindung betrifft gemalJ einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsform die Verwendung einer 
Losung von Ficoll® oder Percoll® der Dichte 1 ,068 
g/ml zur Durchfuhrung einer Dichtegradientenzentri- 
fugation zur Isolierung mesenchymaler Stammzellen 
aus Knochenmark. 

[0015] Gegenstand der Erfindung sind ferner die 
nach dem beschriebenen Verfahren erhaltenen mes- 
enchymalen Stammzellen (bzw. eine Preparation, die 
ausschlielilich oder uberwiegend - d.h. zu mindes- 
tens 70%, 80% oder vorzugsweise zu mindestens 
90% - diese Zellen enthalt) sowie diese Zellen ent- 
haltende pharmazeutische Praparate. 

[0016] Die erfindungsgema&en Zellen exprimieren 
die typischen Oberflachenmarker mesenchymaler 
Stammzellen (CD90, CD105, CD59). Bei Untersu- 
chung der Expression uber viele Passagen bis zum 
Ende der Kulturen und mit zunehmender Kultivie- 
rungsdauer wird eine Abnahme (von > 90% bis ca. 
60% im Durchschnitt bei hoheren Passagen) der Ex- 
pression positiver Marker wie CD90 und CD105 ge- 
funden und keine Zunahme der Expression hamato- 
poetischer Marker wie CD45 und CD34. Die Abnah- 
me der Expression mesenchymaler Marker korreliert 
mit der beschriebenen Alterung der Zellen (vgl. 
Fig. 6a versus 6b). 

[0017] Im Rahmen der Erfindung wurden die nach 
dem beschriebenen Verfahren erhaltenen Zellen 
dunn ausgesat (ca. 500 Zellen/cm 2 ) und verdoppel- 
ten sich bis zur nachsten Passage ca. 3,3 mal mehr 
als Zellen, die nach herkommlichen Verfahren isoliert 
und entsprechend hoch ausgesat (ca. 5.000 Zel- 
len/cm 2 ) worden waren (fur die ein wert von 2 ange- 
geben ist). Insgesamt wurden erfindungsgemaft bis 
zu 45 Verdopplungen erreicht. 

[0018] Alle untersuchten Fraktionen konnten bis 
zum Ende der Kultur in die drei untersuchten mesen- 
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chymalen Richtungen differenziert werden: 

• Die Differenzierung in Osteoblasten (osteogene 
Differenzierung; Induktion nach Jaiswal etal., loc. 
cit.) blieb unbeeinflulit durch die zunehmende 
Passagenzahl. Gegen Ende der Kulturen differen- 
zierten die Zellen zeitweise spontan in Calci- 
um-sektretierende Zellen, was diese Erkenntnis 
unterstreicht. 

• Die adipogene Differenzierung (Induktion nach 
Pittenger et al., loc. cit.) hingegen nahm mit zu- 
nehmender Passagenzahl ab und war letztendlich 
nur noch in einzelnen Zellen nachweisbar (von ca. 
50% nach zwei Wochen Differenzierungsindukti- 
on bis etwa 1-2% bei hoheren Passagen). 

• Die Differenzierung in die chondrogene Richtung 
(Induktion modifiziert nach Shakibaei et al., Cell 
Biol Internat 21 (1997):75-86) wurde ebenfalls mit 
zunehmender Passagenzahl geringer, jedoch 
nicht im gleichen AusmafJ wie die adipogene Dif- 
ferenzierung (von ca. 90% nach einer Woche Dif- 
ferenzierungsinduktion bis ca. 15% bei hoheren 
Passagen), und ein Teil (ca. 10-20%) der Zellen 
aller Fraktionen zeigte die typische Proteoglyk- 
an-Anfarbung. In Zellen hoherer Dichten (d.h. von 
1,077) war diese chondrogene Differenzierungs- 
fahigkeit weniger ausgepragt als in denen gerin- 
ger Dichten (d.h. < 1 ,077 g/ml). 

[0019] Bei dem erfindungsgemafJen Verfahren zur 
Isolierung mesenchymaler Stammzellen konnen be- 
liebige (isotonische) Gradienten eingesetzt werden, 
wie z.B. Ficoll®-Gradienten, bei denen es sich um mit 
Epichlorhydrin quervernetzte Sucrose mit hohem 
Verzweigungsgrad handelt. 

[0020] Als Separationsmedium wird besonders be- 
vorzugt Percoll® eingesetzt, das aus Silikagelparti- 
keln besteht, die mit Polyvinylpyrrolidon beschichtet 
sind, und das nicht toxisch fur Zellen ist. Es kann 
leicht mit gepufferten Salzlosungen auf die ge- 
wunschte Dichte verdunnt werden, ohne dass 
pH-Wert und Osmolalitat verandert werden. Ficoll® 
(ein hydrophiles Polymer), ist zwar ebenfalls geeig- 
net, muli nach Verdunnungen jedoch neu auf 
pH-Wert und Osmolalitat eingestellt werden. 

[0021] Fur die Auftrennung von Knochenmark wird 
somit beispielsweise ein diskontinuierlicher Per- 
coll®-Gradient mit Dichten von 1,050 bis 1,100 g/ml 
hergestellt. Nach Zentrifugation kann jede Fraktion 
mit einem charakteristischen isopycnischen Punkt 
einzeln entnommen und untersucht werden. Bei kon- 
tinuierlichen Gradienten dagegen ist eine genaue 
isopycnische Charakterisierung nicht moglich, und 
man erhalt ein Gemisch von Zellen unterschiedlicher 
Dichten. 

[0022] Der Gradient besteht z.B. aus 6 definierten 
Dichten. Jede Fraktion (F1 = geringste Dichte, F6 = 
hochste Dichte) wird auf Morphologie und Proliferati- 



onspotential, Expression von MSC-typischen Mar- 
kern und Multipotenz in 3 Differenzierungsassays un- 
tersucht. 

[0023] In fruhen Passagen bestehen die „low-densi- 
ty"-Fraktionen F1 bis F3 (Dichte 1 ,050 bis 1 ,068 g/ml) 
iiberwiegend aus langgestreckten, spindelformigen 
Zellen (vgl. Fig. 1, F3 in Passage 2), wahrend in F5 
und F6 bereits mit Beginn der Kultur vermehrt flache, 
ausgebreitete Zellen auftraten. F4 mit der Dichte 
1,077 g/ml (diese Dichte wird zur Separation von 
MNC benutzt) enthalt mit zunehmenden Passagen 
mehr dieser grolien und flachen Zellen, wahrend F5 
und F6 mit Dichten von 1 ,088 und 1 , 1 00 g/ml bereits 
wahrend der Primarkultur (=P0) eine erhohte Anzahl 
flacher Zellen aufweist. 

[0024] Die Erfindung betrifft insbesondere ein Ver- 
fahren zur Isolierung mesenchymaler Stammzellen 
aus Knochenmark durch Dichtegradientenzentrifuga- 
tion, bei dem man zur Durchfuhrung der Dichtegradi- 
entenzentrifugation eine isotonische Losung von Per- 
coll® verwendet und man die Zellen aus einer Frakti- 
on mit einer Dichte von etwa 1,068 g/ml isoliert. 

[0025] Das erfindungsgemafte Verfahren zur Isolie- 
rung mesenchymaler Stammzellen kann entweder im 
Rahmen einer individuellen Einzeltherapie an dem 
Ort bzw. der Klinik durchgefuhrt werden, an der der 
Patient behandelt wird, es ist jedoch praktikabel, die 
Verfahren und die anschlieUende Stammzell-Thera- 
pie an grolieren Zentren (Good Manufacturing 
Practice-Zentren; GMP-Zentren) durchzufuhren, da 
sich auf diese Weise ein gleichbleibender Qualitats- 
standard garantieren lasst. Auch ist denkbar, dem 
Patienten nicht nur mesenchymale Stammzellen zu 
verabreichen, die aus seiner eigenen Knochen- 
mark-Spende isoliert werden (autologe MSC), son- 
dern es kommen auch allogene Zellen, d.h. von an- 
deren Knochenmarkspendern und sonstigen freiwilli- 
gen Spendern, in Betracht, wobei darunter sowohl ty- 
pisierte als auch nichttypisierte allogene Knochen- 
markspenden zu verstehen sind. 

[0026] Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Ver- 
fahren zur Herstellung eines mesenchymale Stamm- 
zellen enthaltenden pharmazeutischen Praparats, 
bei dem man ein vorgenanntes Verfahren zur Isolie- 
rung mesenchymaler Stammzellen aus Knochen- 
mark durch Dichtegradientenzentrifugation durch- 
fuhrt und man die isolierten Stammzellen gegebe- 
nenfalls mit pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und 
Tragerstoffen formuliert. 

[0027] Ferner ist auch denkbar, im Rahmen der ge- 
werblichen Nutzung der Erfindung fur die Durchfuh- 
rung des Verfahrens zur Isolierung der MSC erforder- 
liche Reagenzien und Hilfsmittel bereitzustellen, bei- 
spielsweise in Form von Kits, die eine isotonische Lo- 
sung von z.B. Ficoll® oder Percoll® der Dichte 1,068 



4/16 



DE 103 36 152 A1 2005.04.07 



g/ml enthalt. Alternativ konnen die Kits auch mehrere 
isotonische Losungen von z.B. Ficoll® oder Percoll® 
unterschiedlicher Dichte enthalten. Die Losungen un- 
terschiedlicher Dichte liegen beispielsweise im Be- 
reich von 1,050 g/ml bis 1,100 g/ml. Gemal3> einer be- 
sonderen Ausfuhrungsform sind die Losungen Per- 
coll®-L6sungen der Dichte 1,050 g/ml, 1,063 g/ml, 
1,068 g/ml, 1,070 g/ml. Gemali einer Ausfuhrungs- 
form der Erfindung konnen die Kits gegebenenfalls 
weitere zur Durchfuhrung des Verfahrens erforderli- 
che Hilfsmittel und/oder Reagenzien enthalten, wie 
z.B. 

[0028] Behaltnisse, Zentrifugenrohrchen, Kultur- 
schalen und dergleichen. 

[0029] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von 
Beispielen veranschaulicht: 

Ausfuhrungsbeispiel 

Materialien 

[0030] Als Ausgangslosung fur die Herstellung des 
diskontinuierlichen Dichtegradienten wird Percoll® 
(Fa. Biochrom, Berlin) der Dichte 1 ,1 24 g/ml benutzt. 
Die Verdunnungen der Ausgangslosung mit PBS 
(Phosphat-gepufferte Salzlosung ohne Calcium- und 
Magnesiumionen, Gibco) fur die gewtinschten Dich- 
ten werden mit folgender Formel errechnet: 

(D'-D%) x 10 2 

V [%] = 

D"-D% 

Wobei: 

D' gewunschte Enddichte (g/ml) 

D" hohe Ausgangsdichte (g/ml) 

D% Dichte der iso-osmolalen Verdunnungslosung 

(g/ml) 

V% Volumenprozent fur Ausgangslosung mit hoher 
Dichte. 

[0031] Auf diese Art wurden Separationslosungen 
folgender Dichten hergestellt: 1,050, 1,063, 1,068, 
1,077, 1,088 und 1,100 g/ml. 

Beispiel 1 

Durchfuhrung der MSC-lsolierung 

[0032] Jeweils 5 ml der einzelnen Dichten wurden 
vorsichtig in ein 50 ml-Falcon-Rohrchen geschichtet. 
10 ml Knochenmark wurden mit 10 ml PBS verdunnt 
und vorsichtig auf den Gradienten geschichtet. 

Parallel wurde 

a) 1 ml Knochenmark mit 1 ml PBS verdunnt, auf 
3 ml Ficoll® der Dichte 1 ,077 g/ml (als Stammzel- 
len SC bezeichnet) in einem 15 ml-Falcon-Rohr- 



chen als Kontrolle geschichtet und 
b) je 1 ml Knochenmark, mit 1 ml PBS verdunnt, 
auf 3 ml Percoll der Dichte 1 ,068 g/ml (bezeichnet 
als LD=low density) oder 1,077 g/ml (bezeichnet 
als MNC=mononuclear cells) in je einem separa- 
ten 15 ml-R6hrchen als Kontrolle geschichtet. 

[0033] Alle Rohrchen wurden fur 20 min bei Raum- 
temperatur mit 800g ohne Bremse zentrifugiert. Das 
mit PBS gemischte Plasma wurde aus den Rohrchen 
entfernt und jede Fraktion in ein separates Rohrchen 
abgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit PBS 
fur 10 min bei 400g werden die in F4 bis F6 enthalte- 
nen Erythrozyten durch Hamolysepuffer entfernt, die 
Zellen erneut gewaschen, in Kultivierungsmedium 
DMEM/LG (Dulbecco's Modified Eagle Medium/nied- 
rige Glucose, Gibco) + 1% Penicillin/Streptomycin + 
10% selektioniertes fotales Kalberserum aufgenom- 
men und mit Trypanblau in einer Neugebauer-Kam- 
mer gezahlt. Auf eine Wachstumsflache von 25 cm 2 
(T25, Greiner) werden 1 * 10 7 Zellen ausgesat. 

[0034] Sind in einer Fraktion weniger als 10 7 Zellen 
enthalten, werden entsprechend der Zellzahl kleinere 
KulturgefaRe wie 6-well Platten o.a. benutzt. Zum 
Nachweis der CFU-F (colony forming unit-fibroblast; 
als Nachweis der Proliferationsfahigkeit einzelner 
Fraktionen beschrieben bei: DiGirolamo C etal., Bri- 
tish J. Haematology (1999), 107:275-281) werden 
10 6 Zellen jeder Fraktion als auch der LD- und 
MNC-Kontrollzellen in je ein separates Loch einer 
6-Lochplatte in 3 ml Medium eingesat. Die Zellen 
werden im Brutschrank bei 37°C und 5% C0 2 inku- 
biert. Nach 3 Tagen werden die nichtadharenten Zel- 
len entfernt, die Kulturgefa&e mit PBS gewaschen 
und neues Medium eingefullt. Die Zellen werden 
zweimal wochentlich durch Mediumwechsel gefuttert 
und bis zu einer Konfluenz von 80-90% (visuelle Be- 
wertung im Mikroskop) inkubiert. Zu diesem Zeit- 
punkt wird die Kultur mit P0 als Primarkultur bezeich- 
net. Fur die Passagierung wird das gesamte Medium 
entnommen, die Wachstumsflache mit PBS gewa- 
schen, fur 5 min mit 0,25% Trypsin-EDTA inkubiert 
und anschlieRend unter Zugabe von Medium resus- 
pendiert und gezahlt. 500 Zellen/cm 2 werden in neue 
T25 oder T75 zur Weiterfuhrung der Kulturen einge- 
sat und jetzt als P1 bezeichnet. Die CFU-F werden 
nach 14 Tagen Inkubation mit PBS gewaschen und 
mit 1% Kristallviolett gefarbt. 

Beispiel 2 

Differenzierungsexperimente 

[0035] Fur Differenzierungsexperimente werden 6 x 
10 3 Zellen pro Loch einer 24-well Platte ausgesat, je 
4 Locherfurdie Induktion derosteogenen und adipo- 
genen Differenzierung. 

[0036] Nach Erreichen der Konfluenz wird die adi- 
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pogene Differenzierung, wie bei Pittenger etal. 1999 
(loc. cit.) beschrieben, induziert. Dazu wird das Medi- 
um mit 1 uM Dexamethason + 0,5 mM Isobutylme- 
thylxanthin + 100 |jM Indomethacin + 10 uM Insulin 
versetzt und die Zellen fur 3-4 Tage inkubiert. Fur ei- 
nen Tag werden die Zellen mit Medium nur mit Insulin 
zurErhaltung inkubiert. Kontrolllocher werden jeweils 
ohne die Zusatze kultiviert, urn eventuelle Spontan- 
differenzierungen nachzuweisen. Dieser Zyklus von 
Induktion und Erhaltung wird sechsmal wiederholt. 
Anschlieftend werden die Zellen mit PBS gewa- 
schen, fur 10 min mit 4% Formalin fixiert, kurz mit 
50% Ethanol gewaschen und fur 15-30 min mit Su- 
dan-Rot B gefarbt. Nach kurzem Waschen mit 50% 
Ethanol wird gegengefarbt mit Hamalaun fur 5 min, 
gewassert fur 1 min mit Leitungswasser und an- 
schliefiend mitflussigem Paraffinol haltbar gemacht. 

[0037] Fur die osteogene Differenzierung werden 
konfluente Kulturen, wie bei Jaiswal et al. 1997 (loc. 
cit.) beschrieben, induziert. Dazu werden die Kultu- 
ren mit 10" 7 M Dexamethason + 50 uM Ascorbinsaure 
+ 10 mM B-Glycerolphosphat versetztem Medium in- 
kubiert und dieses Medium nach 3-4 Tagen ausge- 
tauscht. Die Kontrollkulturen erhalten Medium ohne 
Induktionskomponenten. Nach 2-3 Wochen werden 
die Mineral-Ablagerungen aus Calcium nach der 
von-Kossa-Methode gefarbt (von Kossa, J. et al. 
(1901) Beit. Path. Anat. 29: 163). Dazu werden die 
Zellen mit PBS gewaschen, fur 10 min mit 4% Form- 
aldehyd fixiert, 1 x mit PBS und 2 * mit aqua dest. ge- 
waschen und lufttrocknen gelassen. AnschliefSend 
wird fur 1 0 min mit Silbernitrat unter UV-Licht gefarbt, 
2-3 x mit aqua dest. gewaschen, mit Hamalaun fur 1 
min gegengefarbt und nach Wassern mit Leitungs- 
wasser mit flussigem Paraffinol eingedeckt. 

[0038] Die chondrogene Differenzierung erfolgt mo- 
difiziert nach der Methode von Shakibaei et al. 1997 
(loc. cit.). Dazu werden 3 x 10 4 Zellen in einem Ep- 
pendorfrohrchen in 20 ul 2%-igem Alginat aufgenom- 
men. Die Alginat-Zellsuspension wird in 0,1 M CaCI 2 
in 6-well Platten als Tropfen gegeben und geliertdort 
fur 10 min bei Raumtemperatur. Nach 3-maligem Wa- 
schen mit 0,15 M NaCI wird 2 x mit Medium gewa- 
schen und die Alginatkugeln in Medium fur 7 Tage im 
Brutschrank bei 37°C und 5% C0 2 inkubiert mit ein- 
bis zweimaligem Mediumwechsel. Die Alginat-Ku- 
geln werden in to-to fur 1 h in 10% Formalin bei 
Raumtemperatur fixiert, fur 5 min in 2% Essigsaure 
gewaschen und fur 24 h bei RT in Alcian-Blau-L6- 
sung gefarbt. Dabei werden spezifisch die Proteogly- 
kane, die durch die Zellen als Matrix gebildet wurden, 
angefarbt. Nach 3-maligem waschen in a.d. werden 
die Alginat-Kugeln mit aufsteigender Alkoholreihe zu 
90% Ethanol jeweils 10 min dehydriert, fur 5-10 min 
in Xylol dehydriert und mit Entellan unter leichtem 
Druck eingebettet. 



Beispiel 3 

Phanotypische Untersuchung auf Oberflachenmar- 
ker 

[0039] Die Zellen jeder Passage werden weiterhin 
einer phanotypischen Untersuchung auf Oberfla- 
chenmarker unterzogen. Dazu wurden folgende Anti- 
korper verwendet: CD34-PE (Phycoerythrin), 
CD45-PE, CD90-FITC (Fluoroisothiocyanat), 
CD105-FITC, CD59-FITC und die entsprechenden 
Isotypkontrollen Maus-lgG1-PE, Maus-lgG1-FITC 
und Maus-lgG2a-FITC. 

[0040] Mindestens 5-10 x 10 4 Zellen wurden mit der 
vom Hersteller angegebenen Menge Antikorper in 50 
pi FACS-Puffer (PBS + 2% FCS + 0,1% Natri- 
um-Azid; FCS = fotales Kalberserum) fur 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschlie&end mit 
FACS-Puffer gewaschen. Die gefarbten Zellen wer- 
den in 3-400 ul FACS-Puffer resuspendiert und an ei- 
nem FACScan/Becton Dickinson der Analyse unter- 
zogen. Dabei werden die Einstellungen fur Vorwarts- 
und Seitwarts-Streueigenschaften als auch der Fluo- 
reszenz mit der Isotypkontrolle vorgenommen. Die 
Auswertung erfolgt mit der CellQuest-Software von 
Becton Dickinson. 

[0041] Die erfindungsgemafJen Zellen zeigen selbst 
in schlecht wachsenden Kulturen bzw. schlecht 
wachsenden Fraktionen mindestens 20 Verdopplun- 
gen und sind auf das sehr sorgfaltig selektionierte 
FCS zuruckzufuhren. In den Ansatzen wurden 500 
Zellen/cm 2 ausplattiert. Bis zur Konfluenz von 
80-90% verdoppeln sich die Zellen in Abhangigkeit 
von der Passage ca. 2-6 mal. Bei der Selektionierung 
des FCS wurde auf Wachstum, Phanotyp und Diffe- 
renzierung in drei Richtungen untersucht. Wachs- 
tumskurven wurden bis Passage 4 erstellt. In Passa- 
ge 4 wurden der Phanotyp und die Differenzierung in 
drei Richtungen (osteogene, chondrogene, adipoge- 
ne Richtung) untersucht. Waren Phanotyp und Diffe- 
renzierungspotential bei verschiedenen Seren gleich, 
wurde dem schnelleren Wachstum der Vorrang gege- 
ben. 

Ergebnisse 

[0042] Der Vergleich der Proliferationsraten der ein- 
zelnen Fraktionen zeigte, dass Zellen, die mit Dichten 
von 1,05 bis 1,068 g/ml (entspricht F1 bis F3) sepa- 
riert wurden, mehr Zellteilungen (Fig. 2) und damit 
mehr Verdopplungen (Fig. 3) bis zum Stillstand der 
Kultur erbringen als Zellen hoherer Dichten. SC be- 
zeichnet die mitgefiihrte Kontrolle von Zellen uber Fi- 
coll® aufgereinigt. Die in Fig. 3 gezeigten Verdopp- 
lungen sind aus den Zellzahlen der Probe aus Fig. 2 
berechnet. In Abhangigkeit von der Qualitat des 
Spenderknochenmarks sind die Proliferationseigen- 
schaften der definierten Fraktionen nicht immer iden- 
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tisch, zeigen jedoch immer die Prominenz der 
„low-density"-Fraktionen. Der Unterschied in den 
Verdopplungsraten zwischen F3 als Jow-densi- 
ty"-Zellen und F4 als MNC kann bis zu 5 Verdopplun- 
gen betragen, d. h. aus z. B. 10 13 Zellen wurden 3,2 
x 10 14 Zellen werden. 

[0043] Diese Ergebnisse werden durch die Untersu- 
chung von CFU-F der einzelnen Fraktionen und im 
Vergleich von LD- und MNC-Zellen bestatigt (Fig. 4). 
Deutlich zu sehen sind eine Vielzahl von CFU-F in 
den Fraktionen F1 bis F3 und stark reduzierte Zahlen 
in F4. In F5 und F6 bilden sich kaum noch CFU-F. In 
den LD-Zellen dagegen ist die hochste Anzahl dieser 
Kolonie-bildenden Zellen zu finden und deutlich mehr 
als in den einzelnen Fraktionen F1, F2 und F3 als 
auch den MNC-Zellen. 

[0044] Die Untersuchungen zum Phanotyp der in 
Fraktionen aufgetrennten MSC zeigte Populationen, 
die negativ fur die hamatopoetischen Marker CD45 
und CD34 sind (nicht dargestellt), jedoch positiv fur 
CD90 (Thy-1, Marker fur fruhe Progenitorzellen), 
CD105 (Endoglin, spezifischer Marker fur MSC) und 
CD59 (Sca-1 = "Stem cell antigen'-Homolog, Marker 
fur fruhere Stammzellen, nicht dargestellt). In der 
FACS-Analyse konnen die MSC in zwei Populationen 
unterteilt werden: eine kleine Population R1 mit ca. 
2-5% besteht aus kleinen, gering granulierten Zellen 
und eine prominente Population R2, die aus grolien, 
stark granulierten Zellen besteht (Fig. 5a, 6a, jeweils 
linkes Histogramm). Die R1 -Zellen sowohl der Frakti- 
onen der geringen Dichte (Fig. 5a, b) als auch der mit 
hoherer Dichte (Fig. 6a, b) sind negativ fur CD90 und 
CD1 05 (kleiner Peak der schwarzen Kurve; grau: Iso- 
typkontrolle), wahrend die Hauptpopulation R2 posi- 
tiv ist fur beide Marker. 

[0045] Mit diesem Antigen-Profil erscheinen die 
R1 -Zellen eher eine stark unreife Population darzu- 
stellen. Die Zahl der Zellen in der R2-Population 
nimmt mit steigender Kultivierungszeit ab. In den His- 
togrammen erscheinen mehr Zellen in R1, was je- 
doch auf eine Zunahme von apoptotischen (sterben- 
den) Zellen und Debris zuruckzufuhren ist. Mit fort- 
schreitender Kultivierung nimmt die Zahl der fur beide 
gezeigten Marker positiven Zellen deutlich ab. Die 
Abnahme der CD90- und CD105-positiven Zellen ist 
in Fraktionen hoherer Dichte (Fig. 6b versus Fig. 6a) 
prominenter als in Fraktionen niedrigerer Dichten 
(Fig. 5b versus Fig. 5a). Korreliert man die Redukti- 
on der Expression MSC-typischer Marker mit der Fa- 
higkeit der Zellen, in die osteogene Richtung zu diffe- 
renzieren, so scheint diese Differenzierung nicht von 
der Expression der Marker auf alien Zellen abzuhan- 
gen. 

Beschreibung der Figuren 
[0046] Fig. 1: Spindelformige MSC in Fraktion 3 in 



der 2. Passage. 

[0047] Fig. 2: Relative Zellzahlen anhand eines Bei- 
spiels aus 3 Versuchen. 

[0048] Fig. 3: Verdopplungen einzelner Fraktionen 
eines Beispiels aus 3 Versuchen. 

[0049] Fig. 4: CFU-F der einzelnen Fraktionen F1 
bis F6 im Vergleich mit LD- und MNC-Zellen eines 
Beispiels aus 5 Versuchen. 

[0050] Fig. 5a: Streueigenschaften und Expression 
von Oberflachenmarkern an einem Beispiel von MSC 
der Fraktion F3 in der 2. Passage. 

[0051] Fig. 5b: Streueigenschaften und Expression 
von Oberflachenmarkern an einem Beispiel von MSC 
der Fraktion F3 in der 7. Passage. 

[0052] Fig. 6a: Streueigenschaften und Expression 
von Oberflachenmarkern an einem Beispiel von MSC 
der Fraktion F6 in der 2. Passage. 

[0053] Fig. 6b: Streueigenschaften und Expression 
von Oberflachenmarkern an einem Beispiel von MSC 
der Fraktion F6 in der 7. Passage. 

Patents nspruche 

1. Verfahren zur Isolierung mesenchymaler 
Stammzellen aus Knochenmark durch Dichtegradi- 
entenzentrifugation, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Zellen aus einer Fraktion mit einer Dichte 
von < 1,073 g/ml isoliert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Zellen aus einer Fraktion mit 
einer Dichte von 1,070 g/ml isoliert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Zellen aus einer Fraktion mit 
einer Dichte von 1,050 g/ml bis 1,070 g/ml isoliert. 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass man zur Durchfuhrung 
der Dichtegradientenzentrifugation eine isotonische 
Losung von Ficoll® oder Percoll® verwendet. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man zur Durchfuhrung der Dichtegra- 
dientenzentrifugation eine isotonische Losung von 
Percoll® verwendet und man die Zellen aus einer 
Fraktion mit einer Dichte von etwa 1 ,068 g/ml isoliert. 

6. Mesenchymale Stammzellen, erhalten nach 
einem Verfahren der Anspruche 1 bis 5. 

7. Pharmazeutisches Praparat, enthaltend Zellen 
nach Anspruch 6. 
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8. Verfahren zur Herstellung eines mesenchyma- 
le Stammzellen enthaltenden pharmazeutischen Pra- 
parats, dadurch gekennzeichnet, dass man ein Ver- 
fahren nach den Anspruchen 1 bis 5 durchfuhrt und 
man die isolierten Stammzellen gegebenenfalls mit 
pharmazeutisch annehmbaren Hilfs- und Tragerstof- 
fen formuliert. 

9. Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach 
den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass es eine isotonische Losung von Ficoll® oder 
Percoll® der Dichte 1 ,068 g/ml enthalt. 

10. Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach 
den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass es mehrere isotonische Losungen von Ficoll® 
oder Percoll® unterschiedlicher Dichte enthalt. 

11 . Kit nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Losungen unterschiedlicher Dichte im 
Bereich von 1 ,050 g/ml bis 1 ,1 00 g/ml liegen. 

12. Kit nach Anspruch 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Losungen Percoll®-L6sungen der Dich- 
te 1 ,050 g/ml, 1 ,063 g/ml, 1 ,068 g/ml, 1 ,070 sind. 

13. Kit nach den Anspruchen 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es weitere zur Durchfuhrung 
des Verfahrens erforderliche Hilfsmittel und/oderRe- 
agenzien enthalt. 

14. Verwendung einer Losung von Ficoll® oder 
Percoll® der Dichte 1,068 g/ml zur Durchfuhrung ei- 
ner Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung 
mesenchymaler Stammzellen aus Knochenmark. 

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen 
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Fig. 4 
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Fig. 5b 
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Fig. 6a 
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